化疗后骨髓抑制期是急性白血病患者出血事件的高发期，血小板减少是引起急性白血病化疗后骨髓抑制期患者出血的主要原因之一[@b1]--[@b2]。急性白血病患者化疗后骨髓抑制期的出血症状与血小板计数并不完全平行，有些患者在PLT\<10×10^9^/L时无明显出血症状，而有些患者在血小板水平相对较高时即出现严重出血，故考虑除了血小板水平外，急性白血病化疗后骨髓抑制期的出血可能受到其他因素影响。明确这些因素，可综合考虑调整预防性血小板输注适应证，减少不必要的血小板输注，也可以对出血风险较高的患者进行更为积极的干预。

凝血因子XIII（FXIII）是一种转谷氨酰胺酶，在血浆中以A~2~B~2~异源四聚体的形式存在[@b3]。FXIII的A亚基主要由源自骨髓的细胞（如血小板、吞噬细胞、单个核细胞）形成，FXIII活性位点和钙结合位点均位于A亚基，B亚基仅在肝脏和肾脏中合成，作为A亚基的载体蛋白，稳定它们在循环中的结构[@b3]。FXIII促进纤维蛋白单体交联，增加血凝块的强度及稳定性而止血，且有抗纤溶作用[@b3]--[@b4]。FXIII缺陷时，纤维蛋白交联障碍，降低血栓强度和稳定性，并降低血凝块抗纤溶作用，导致特征性的迟发性出血症状[@b5]。本研究用ELISA方法检测化疗后骨髓抑制期（PLT\<50×10^9^/L）急性白血病患者血浆FXIII水平并分析与出血事件的相关性。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：选取2017年8月至2018年3月期间在我院住院治疗的55例化疗后达到完全缓解、PLT\<50×10^9^/L的Ⅲ度以上骨髓抑制期急性白血病患者，急性白血病诊断分型采用WHO（2016）标准[@b6]。其中急性髓系白血病（不含急性早幼粒细胞白血病）35例，急性淋巴细胞白血病20例。以目前未报道存在FXIII缺陷、血小板计数和凝血功能正常的非血液系统疾病患者35例作为对照组。所有患者均在留取血样前签署知情同意书。急性白血病组和对照组患者均无肝脏和肾脏疾病史及肝肾功能异常、心脑血管疾病、传染性疾病史及家族血栓病史；2周内没有抗凝或抗血小板药物（氯吡格雷、阿司匹林）应用史和手术史。急性白血病及对照组在性别、年龄等人口学特征方面差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。首先比较急性白血病与对照组FXIII之间有无差异，进一步分析血小板计数、APTT、PT、FXIII对化疗后骨髓抑制期急性白血病患者出血发生率及严重程度的影响。因临床上伴发热、感染、出血性疾病等合并症时，血小板计数低于20×10^9^/L者需要输注血小板[@b7]--[@b8]，以PLT 20×10^9^/L对患者进行分层。一般情况下FXIII浓度低于正常水平的5%即可引起出血[@b9]，故以正常值的5%为界值，将FXIII浓度≤45.58 µg/L定义为FXIII低浓度，FXIII浓度\>45.58 µg/L定义为FXIII高浓度。

###### 急性白血病患者和对照组的基本信息

  组别         例数   性别［例（%），男/女］   年龄［岁，*M*（范围）］
  ------------ ------ ------------------------ -------------------------
  急性白血病   55     30（54.5）/25（45.5）    42（3～65）
  对照组       35     20（57.1）/15（42.9）    40（4～75）
  统计量              0.058                    2.729
  *P*值               0.809                    0.099

2．ELISA方法检测外周血FXIII浓度：采集急性白血病患者及对照组患者外周血3 ml（枸橼酸钠抗凝），1 000×*g*离心15 min沉淀细胞成分及血小板，留取上层乏血小板血浆（PLT\<1×10^9^/L），用ELISA方法检测FXIII浓度（江莱生物JL14033-48T试剂盒）。

3．评价指标：出血严重性分级按照《原发免疫性血小板减少症诊断与治疗中国专家共识（2016年版）》[@b10]出血评分系统进行。

4．统计学处理：所有统计分析均在SPSS 22.0统计软件上进行,非正态分布资料用"中位数（范围）"表示，非正态分布采用秩和检验，率的比较采用卡方检验，多因素相关性采用Logistic回归分析，相关性分析采用Spearman相关性分析。用ROC曲线法分析FXIII对化疗后骨髓抑制期急性白血病出血的诊断价值。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．急性白血病患者与对照组基本信息：急性白血病祖及对照组在性别、年龄等人口学特征方面差异无统计学意义（*P*\>0.05），详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

2．急性白血病组与对照组FXIII浓度的比较：急性白血病化疗后骨髓抑制期患者的FXIII浓度显著低于对照组（*P*\<0.001）（[图1](#F1){ref-type="fig"}）。

![急性白血病患者与对照组的外周血凝血因子XIII（FXIII）浓度](cjh-41-01-059-g001){#F1}

3．急性白血病化疗后骨髓抑制期患者出血影响因素的单因素及多因素分析：将急性白血病组患者出血评分0分定义为无出血患者，1\~8分定义为出血患者，为明确FXIII、血小板计数、APTT、PT对出血事件发生率的影响，对两组间的出血原因进行分析。出血患者的血浆FXIII浓度显著低于无出血患者（*P*\<0.001），两组间的血小板数量分布亦有差异（*P*\<0.05），两组间的APTT延长率、PT延长率差异无统计学意义（*P*\>0.05），详见[表2](#t02){ref-type="table"}。采用二元Logistic回归分析的方法，以患者是否出血作因变量（0=否，1=是），将以上单因素分析中*P*\<0.25的影响因素纳入自变量，分别为FXIII浓度（低浓度=1，高浓度=0）、血小板计数（≤20×10^9^/L=1，\>20×10^9^/L=0）、APTT（延长=1，未延长=0）、PT（延长=1，未延长=0）、感染（感染=1，无感染=0）。结果显示FXIII水平是影响出血的独立相关危险因素（*P*=0.004）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 影响急性白血病患者化疗后骨髓抑制期出血的单因素分析

  因素                             出血组（33例）        无出血组（22例）       统计量   *P*值
  -------------------------------- --------------------- ---------------------- -------- -------
  年龄［岁，*M*（范围）］          42（5～65）           39.5（3～64））        0.039    0.843
  FXIII浓度［µg/L，*M*（范围）］   47.6（23.9～148.5）   209.4（23.2～381.0）   29.195   0.001
  PLT≤20×10^9^/L［例（%）］        14（42.4）            3（13.6）              5.123    0.024
  APTT延长［例（%）］              8（24.2）             2（9.1）               2.037    0.154
  PT延长［例（%）］                8（24.2）             10（45.5）             2.698    0.110
  感染［例（%）］                  14（42.4）            6（27.3）              1.310    0.252

###### 影响患者出血因素的Logistic分析

  因素        *OR*      标准误   Walds值   *P*值
  ----------- --------- -------- --------- -------
  FXIII浓度   0.941     0.021    8.226     0.004
  PLT         197.526   2.965    3.179     0.075
  APTT        9.914     2.041    1.264     0.261
  PT          0.186     1.444    1.354     0.245
  感染        1.964     1.185    0.325     0.569

4．不同出血评分患者FXIII浓度及血小板计数分析：对于本研究纳入的化疗后骨髓抑制期患者（PLT\<50×10^9^/L），不同出血评分患者外周血FXIII浓度差异有统计学意义（*P*\<0.001），而血小板计数差异无统计学意义（*P*\>0.05）。详见[表4](#t04){ref-type="table"}。

###### 不同出血评分患者FXIII浓度及血小板计数\[*M*（范围）\]

  组别     例数   FXIII浓度（µg/L）        PLT（×10^9^/L）
  -------- ------ ------------------------ -----------------
  0分      22     209.4（23.2～381.0）     28（5～49）
  1分      10     58.6（40.2～143.3）^a^   15（4～49）
  2分      13     51.4（35.2～148.5）^b^   22（6～49）
  3分      4      41.2（26.2～91.8）^a^    24（18～38）
  5分      5      38.4（23.9～59.8）^b^    31（6～46）
  8分      1      42.8                     34
                                           
  统计量          33.005                   3.042
  *P*值           \<0.001                  0.694

注：与出血评分0分患者比较，^a^*P*\<0.05，^b^*P*\<0.01

5．在血小板输注阈值上下，不同出血评分间FXIII浓度比较：为确定在不同血小板水平，FXIII与出血严重程度间的关系，分别对血小板输注界值上下不同出血评分的患者FXIII水平进行比较。由[图2](#F2){ref-type="fig"}可看出以血小板输注界值（20×10^9^/L）对患者进行分层后，同一分层组内不同出血严重性的患者之间FXIII水平存在差异（*P*\<0.05）。

![不同出血评分血小板计数≤20×10^9^/L（A）、\>20×10^9^/L患者（B）凝血因子XIII（FXIII）浓度（与出血评分0分患者比较，^a^*P*\<0.05，^b^*P*\<0.01）](cjh-41-01-059-g002){#F2}

6．FXIII浓度与出血严重程度相关性分析：已知FXIII是化疗后骨髓抑制期急性白血病患者出血相关独立危险因素，其浓度对出血分级有影响，为明确在化疗后骨髓抑制期患者中，FXIII浓度和出血分级的相关性，故行相关性分析。结果提示：血浆FXIII浓度高低与出血事件呈负相关（Spearman相关系数为-0.761）。

7．FXIII诊断急性白血病化疗后骨髓抑制期患者出血的ROC曲线分析：FXIII浓度对急性白血病骨髓抑制期出血的诊断临界值为103.9 µg/L，敏感性为0.939，特异性为0.909，Youden指数为1.848，FXIII对判断急性白血病骨髓抑制期患者是否出血有较高的准确性（曲线下面积=0.933）和特异性（*P*\<0.001）（[图3](#F3){ref-type="fig"}）。

![外周血凝血因子XIII浓度诊断急性白血病骨髓抑制期患者出血的ROC曲线](cjh-41-01-059-g003){#F3}

讨论 {#s3}
====

急性白血病是一组异质性很强的恶性肿瘤，化疗是其主要的治疗方法，而化疗的主要副作用是骨髓抑制。在骨髓抑制期出血症状仍然是急性白血病患者面临的主要问题之一。可能的原因有年龄、感染、血小板、凝血因子异常及纤溶亢进等。目前认为化疗后骨髓抑制的患者主要因血小板减低出现不同程度的出血症状，严重者可能发生致命性出血，是巩固治疗阶段的急性白血病患者发生治疗相关死亡的主要原因之一。凝血功能异常在急性白血病尤其是急性早幼粒细胞白血病患者出血事件中起重要作用[@b11]，因此本组病例不包含急性早幼粒细胞白血病患者。虽然研究组患者的APTT、PT出现轻度延长的情况，但多无临床意义。出血相关单因素及多因素分析提示血小板、FXIII浓度影响化疗后骨髓抑制期患者出血，但年龄、APTT、PT及感染对出血无影响。

血小板减少可引起不同程度出血,在急性白血病化疗后骨髓抑制期的血小板减少，是这一时期引起出血的重要原因，甚至导致内脏或颅内大出血等并发症而危及生命。目前，对于这一时期的出血主要以血小板替代支持治疗为主，但是血小板本身寿命较短，往往需要多次输注，并且其来源受献血员影响较大。另外在实际工作中，血小板计数、凝血功能筛查等并不能系统而精确地评估急性白血病化疗后骨髓抑制患者的出血风险[@b12]，提示对于骨髓抑制期的患者出血存在血小板和凝血功能筛查所能反映的凝血功能异常之外的影响因素。

本研究提示化疗后骨髓抑制期患者血小板减低可影响出血，但根据出血严重性进行分组后，发现不同出血评分间的患者血小板计数无显著差异，提示血小板水平可影响患者的出血和严重性，但并不存在严格的线性关系，在化疗后骨髓抑制期的患者中，除外血小板计数，还存在其他影响出血的因素，并且这种因素不能被常规的凝血功能筛查所反映（PT、APTT、TT以及血小板计数）。

FXIII在凝血级联的终末期发挥重要作用，参与纤维蛋白的交联并发挥局部的抗纤溶作用，上述常规的凝血功能筛查不能反映其状态。并且由于其活性单位A主要由骨髓单核细胞合成，在骨髓抑制期可能存在合成不足，但是目前没有检索到相关的研究报道。已经有研究发现，在未缓解的急性髓系白血病、急性淋巴细胞白血病、神经母细胞瘤、非霍奇金淋巴瘤和弥漫性肺泡横纹肌肉瘤等肿瘤中存在着血浆FXIII减低及相关出血[@b13]--[@b16]。本研究表明化疗后骨髓抑制期急性白血病患者血浆FXIII浓度显著低于对照组，且FXIII浓度水平是出血的相关独立危险因素。我们研究了血浆FXIII浓度水平对化疗后骨髓抑制期急性白血病患者出血事件的影响，发现FXIII高浓度患者出血事件发生率和严重程度明显低于较低浓度患者，按血小板输注阈值（20×10^9^/L）对患者进行分层，在血小板输注阈值上和阈值下患者中，FXIII浓度与出血分级负相关（[图2](#F2){ref-type="fig"}），提示患者血浆FXIII浓度高低与出血事件呈负相关（Spearman相关系数为-0.761），可作为完全缓解的急性白血病化疗后骨髓抑制期出血事件的独立预测因素。通过ROC曲线分析FXIII浓度对化疗后骨髓抑制期急性白血病患者出血的临床诊断价值，结果表明FXIII对判断这种情况下患者是否有出血有一定的临床诊断价值（*P*\<0.001），提示FXIII浓度≤103.9 µg/L的化疗后骨髓抑制期患者发生严重出血的风险更高。虽然FXIII的水平低于正常值的5%时，患者即可以有不同程度的出血表现[@b17]，但血浆FXIII提高到正常10%即可止血，超过10%的水平才能显著减少出血风险，这是在未合并其他凝血异常的情况下，如我们选择的病例中合并血小板减少的情况下可能需要更高水平的FXIII[@b18]。而103.9 µg/L与对照组的10%水平91.2 µg/L接近。即一般情况下FXIII水平低于正常值的5%时引起出血，但10%水平以下如合并其他出血因素时亦有出血风险。

急性白血病患者化疗后骨髓抑制期会出现FXIII水平降低且发生出血，故应积极治疗。FXIII替代治疗目前主要有新鲜冰冻血浆、FXIII浓缩物[@b19]--[@b20]。相对于血小板，血浆更易获得且具有较长的半衰期，储存时间也较血小板长。对化疗后骨髓抑制期的急性白血病患者，可以在对血小板水平进行监测的同时，进行FXIII水平的监测，FXIII替代治疗（如新鲜冰冻血浆）可能对减少血小板输注和减轻出血症状有作用。

综上所述，FXIII在凝血过程的最后阶段起止血作用，FXIII对化疗后骨髓抑制期急性白血病患者的出血诊断有一定的价值。在化疗后骨髓抑制期急性白血病患者中水平明显减低，且其水平与出血严重程度呈负相关，是独立的出血事件的预测因子，对于血小板减低时的出血，即使在凝血功能筛查正常时，检测FXIII水平以及相应的FXIII替代治疗（冰冻血浆或FXIII浓缩物）可能具有重要的临床意义。另外，由于本研究纳入患者有限，后续研究可增加样本量，并增加化疗前、化疗后及骨髓抑制恢复后的多个时间点的急性白血病患者血浆FXIII水平检测，明确化疗本身对FXIII的影响，以及临床意义。更为重要的是，FXIII水平监测以及FXIII替代治疗对于急性白血病化疗后骨髓抑制期出血事件的影响尚需更加深入的研究。
